ARBEIDSBESKRIVEL SE
I nstitutt for husdyr —og akvakulturvitenskap, UM B

M etodenavn:Non-esterified fatty acids (NEFA)
IHA-nr.:ARB-1169NEFA

1. Innledning
Dette er en ACS-ACOD enzymatisk fargemetode for & bestemme frie fettsyrer i plasma og
serum. Reagenset faes kjapt i kit fraWako. Metoden er ngyaktig, enkel og rask.

2. Analyseprinsipp.

Proven som inneholder NEFA, behandles med en acyl-CoA syntese(ACS) med innhold av
adenosine triphosphate (ATP), magnesium kationer og CoA og danner thiol esters med
CoA som acyl-CoA, samt biproduktet adenosine monophosphate (AMP) og pyrophosphate
(Ppi). | neste trinn skjer det en oksidason ved tilsetting av acyl-CoA oxidase (ACOD) som
utvikler hydrogen peroxid. Oksidasjonen farer til dannelsen av 3-methyl-N-ethyl-N-([3-
hydroxyethyl)-aniline (MEHA) med 4-aminoanti pyrine som danner en purpurrad farge med
max absorpsion ved 550nm. Mengden av NEFA i prgven kan bestemmes ut fraden

optimale

tettheten, malt ved 550nm.

ANALYSEREAKSJON

ACS :
RCOOH + ATP + CoA Acyl-CoA +AMP+ PPi

(NEFA)

5. Utstyr

Mikropipette: 50ul
Plastrer 5mi
Automatpipetter:1.0,2.0,10.0 og 20.0ml
Vannbad
Wirlmixer
Engangskyvetter
Spektrofotometer
. Reagenser, kontroll og standard
Det brukes to reagenser som kjgpesi kit fra Houm.
NEFA C nr. 994-75409 fra Wako. Kitet rekker til 50 tester. Malagresi kjaleskap. Standard
falger med kitet. Kontroll er plasmafraku som vi har tappet selv og oppbevart i -80°C
fryser. Prevene ma sta kortest mulig pa benken ellersvil NEFA verdien gke.
Til inkubering brukes vannbad med 37°C.

7. Arbeidsbeskrivelse
L 2s opp reagens A med 20ml buffer A og reagens B med 10ml buffer B. Snu forsiktig pa
flaskene og la de st ca 15min. Reagensene er holdbare i 5dager ved 2-10

°C.(Kjeleskap)
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Prover, standarer, kontroll og blank pipeteres som pa skjemaet under, og leses av ved

550nm.

Tilsett: Blank Standard Kontroll Prove

Prove 50ul destillert 50ul standard 50ul kontrall Plasma
vann

FargereagensA [1,0ml 1,0ml 1,0ml 1,0ml

Mixes godt og

sett til

inkubering i 37°

Ci 10min

FargereagensB | 2,0ml 2,0ml 2,0ml 2,0ml

Mix godt og sett

til inkubering i

37°Ci 10min.

Ta prgvene ut av vannbadet og la de sta ved romtemperatur i 5min. til avkjaling.Les av pa

spektrofotometeret

Beregning:

(A preve — Ablank)* C standard = C preve

A standard

Hvor A =absorbansen ved 550nm
C= NEFA konsentrasjonen

Liniagritet opp til 2mmol/I. Ved hgyere konsentrasion ma prgvene fortynnes med destillert
vann til 25 % av orginal konsentrasjonen.(1 del plasma+ 3deler vann) og preven ma

reanalyseres.
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